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摘 要 
病毒是海洋生态系统中丰度最大，多样性最为丰富的微生物颗粒。海洋沉积
物中的病毒丰度相比较海水中，要高 1~2 个数量级，并且其形态和基因型也更加
多样。目前，人们对海洋沉积物中的病毒相关研究还比较少。为了增强对海洋沉
积物中病毒的了解，本论文利用荧光显微镜法获得了珠江口沉积物以及南海北部
和西部沉积物中病毒的丰度数据，并且通过病毒标记基因（g23 & psbA）PCR 扩
增、克隆文库测序等分子技术获得了沉积物中 T4 类噬菌体和噬藻体类群的多样
性信息。主要的研究结果： 
（1）荧光显微镜检测结果显示珠江口沉积物中病毒（4.49×108~1.17×109 
viruses/g）和原核生物（2.63~9.55×108 cells/g）的数量都呈现从淡水区到咸水区
逐渐递减的趋势。 
（2）从珠江口沉积物中共获得 235 个 g23 可操作分类单元（Operational 
Taxonomic Unit，OTU）和 177 个 psbA 可操作分类单元，表明了珠江口沉积物中
g23 和 psbA 基因的广泛存在。多样性指数结果显示 g23 基因多样性呈现从淡水
区到咸水区递减的趋势，而 psbA 基因相反，为递增趋势。g23 序列的系统发育
分析结果显示，从河口的淡水区至外海的咸水区，沉积物中的 g23 OTUs 主要类
群由陆源类群（包括淡水湖泊和稻田土壤类群）变为海洋类群。psbA 序列的系
统发育分析结果显示，淡水站位的 psbA OTUs 大部分为其他蓝藻和微型真核藻
类群，淡咸混合水站位的 OTUs 主要属于聚球藻肌尾病毒类群，而咸水站位的
OTUs 主要属于聚球藻肌尾病毒和原绿球藻两个类群。 
（3）南海北部和西部采集的 8 个不同水深站位的沉积物样品中，荧光显微
镜检测结果显示病毒丰度为 4.55~79.5×107 viruses/mL，原核生物丰度为
1.71~78.5×107 cells/mL。其中，近岸站位沉积物中病毒的丰度会比外海以及深海
站位的高。 
（4）从南海沉积物中获得了 616 个 psbA OTUs，表明南海沉积物中 psbA 基
因的广泛存在，并且多样性高。根据多样性指数发现，琼东 Q1 站位（H’=4.492，
1/D=606.43）的多样性最高，而深海 D1 站位（H’=3.696，1/D=46.57）的多样性
最低。 
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（5）psbA 序列系统发育分析结果表明，沉积物中的 psbA 序列大部分属于
聚球藻肌尾病毒和原绿球藻肌尾病毒类群，珠江口外海至陆坡站位（水深在
10~90 m 之间）中聚球藻肌尾病毒类群的数量较多，而琼东站位（水深在 100~200 
m 之间）和南海西部深海站位（水深超过 2000 m）中原绿球藻肌尾病毒类群数
量更多。对沉积物中各个类群 psbA OTUs 的 GC 含量和氨基酸三联体进行统计显
示，氨基酸三联体结果大致能区分噬藻体和宿主细胞，但各个类群的 GC 含量之
间差别不大，无法区分类群。 
关键词：病毒多样性；海洋沉积物；荧光显微镜技术；g23；psbA 
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Abstract 
Virus is the most abundant and diverse “life-form” in marine. Viral abundance in 
marine sediment is higher than that in seawater by one or two order of magnitude, and 
viral morphology and genotype is also more diverse. So far, there are a few of 
researches that focus on sedimental virus. In order to better understand them, we 
sampled the sediments from Pearl River Estuary and northern and western of South 
China Sea, then investigated viral abundance by epifluorescence microscopy (EFM) 
and studied the diversity of T4-type phage and cyanophage in sediment samples by 
the use of viral signature gene (g23 and psbA) PCR amplification and clone library 
sequenceing. The main outcomes include: 
(1) In the sediments of Pearl River Estuary, viral (4.49×108~1.17×109 viruses/g) 
and prokaryotic abundance (2.63~9.55×108 cells/g) were measured by EFM and both 
of them decreased from freshwater sediment to saltwater sediment. 
(2) g23 and psbA clone sequences from Pearl River Estuarine sediment were 
clustered into OTUs (Operational Taxonomic Units, OTU) with 0.03 cutoff, then we 
got 235 g23 OTUs and 177 psbA OTUs, which indicated that these genes were highly 
diverse and existed extensively in the sediments of Pearl River Estuary. Indices of 
diversity suggested that the diversity of g23 descreased from estuary to open sea, but 
psbA increased. Phylogenetic analysis of g23 showed that a majority of g23 OTUs 
belonged to terrestrial sequences (lakes and paddy soil) in freshwater sediment and 
those belong to marine sequences in saltwater sediment. Phylogenetic analysis of 
psbA indicated that most of psbA OTUs belong to eukaryotic algae group in the 
freshwater sediment, Synechococcus myovirus group in mixedwater sediment and 
Synechococcus myovirus group and Prochlorococcus myovirus group in saltwater 
sediment. 
(3) 8 sediments were sampled from the northern and western of South China Sea in 
September 2015. In these sediments, viral abundances were 4.55~79.5×107 
viruses/mL, prokaryotic abundances were 1.71~78.5×107 cells/mL. Moreover viral 
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abundances in offshore sediments were higher than those in open sea and deepsea. 
(4) psbA clone sequences from 8 sediments were also clustered into OTUs with 
0.03 cutoff, and we got 616 psbA OTUs. It was obvious that psbA existed widely in 
the sediments of South China Sea. Indices of diversity suggested that site Q1 in 
Eastern Hainan Island was the highest and deepsea site D1 was the lowest. 
(5) Phylogenetic analysis indicated that most of psbA OTUs were from 
cyanomyovirus which infected Synechococcus and Prochlorococcus. OTUs from 
stations that from offshore of Pearl River Estuary to the continental slope were mainly 
belonged to Synechococcus myovirus group, but OTUs from stations located in the 
eastern Hainan Island and the deepsea mainly belonged to Prochocoroccus myovirus 
group. We have determined the GC-content and triplet amino acid motif of psbA 
OTUs in different groups. Statistical results showed that triplet signatures could 
roughly distinguish the psbA source(viral or bacterial), but the similar GC-content was 
not an appropriate reference for judgment. 
Key word: viral diversity, marine sediment, epifluorescence microscopy, g23, psbA. 
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第一章 绪论 
1.1 海洋病毒 
病毒作为地球上丰度最高的生命体，广泛分布于各种环境中，仅在海水中病
毒的总数量就达到 1030[1]。对海洋病毒的研究始于 20 世纪 60 年代，最初人们主
要是将其视为动植物的病原体来进行关注和研究。随着科学技术的发展，20 世
纪 90 年代，科学家通过透射电子显微镜技术观察到海洋环境中病毒的数量非常
巨大，人们才意识到病毒在海洋生态系统中可能存在重要生态作用[2, 3]。迄今为
止，国内外开展了大量海洋病毒方面的研究，而这些研究发现病毒对海洋生态系
统中微生物群落结构的调控、生物进化的促进、营养物质循环的推动和能量流动
的维持等方面都起着重要的作用[4]，同时病毒也是基因多样性的主要储藏库[5]。
有关海洋病毒的研究已成为海洋生态学研究的前沿热点之一。 
1.1.1 海洋病毒的定义 
海洋病毒是海洋生态系统中个体最小、丰度和遗传多样性最高的生命粒子[1]。
生活在海洋水体环境中的病毒为海洋浮游病毒（Virioplankton），浮游病毒与浮游
动物、浮游植物和浮游细菌共同组成浮游生物群落。浮游病毒在海水中的丰度为
104~108 particles/mL，在某些特殊环境中，其丰度会更高[6]。据估计，海洋中浮
游病毒的总数量能达到 1030，其生物量也仅次于原核生物（图 1.1），达到 200 Mt
（2×1011 Kg）[1]。海洋浮游病毒的丰度受多种因素的影响（海区营养状况、水体
中生产力水平、海水深度等）[7, 8]，但关于浮游病毒大尺度分布的主要控制因素
仍有争议。一般来说，海洋病毒的丰度在空间上呈现富营养的近岸海区到寡营养
的开放大洋、表层海水到深海逐渐递减的趋势[9-11]，时间上是在冬季最低，夏季
和秋季较高[12]。现有的数据还表明，浮游病毒丰度的分布与海区的细菌丰度、叶
绿素 a 浓度有关，说明细菌和浮游植物是浮游病毒的主要宿主[7]。Liang 等人在
2010 年至 2011 年期间采集了全球尺度上各大海区的海水样品，其中浮游病毒丰
度的平均值为 1.10±0.73×107 particles/mL，并且在叶绿素浓度高的区域病毒丰度
较高，而在寡营养的亚热带环流区域病毒丰度较低，病毒丰度也与自养和异养浮
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游微生物丰度的显著相关性[13]。 
 
图 1.1 原核生物、原生动物以及病毒的相对生物量和丰度[8] 
Fig.1.1 Relative biomass and abundances of prokaryotes, protists and virus[8]. 
 
1.1.2 海洋病毒的基本结构与主要类群 
病毒的结构简单，由蛋白质外壳和被外壳包裹的遗传物质（DNA或者RNA）
组成，某些病毒的结构中还含有少量的糖类或脂类化合物。根据遗传物质的类型
和分子结构，可将病毒分为双链 DNA 病毒（double strands DNA，dsDNA）、单
链 DNA 病毒（single strand DNA，ssDNA）、双链 RNA 病毒（double strands RNA，
dsRNA）和单链（正向/反向）RNA 病毒（single strand RNA，ssRNA）。另外还
可以根据病毒的形态结构、基本特性以及宿主类型等特点，对病毒进行分类。 
海洋病毒根据其侵染宿主的不同可划分为细菌病毒（噬菌体，bacteriophage）、蓝
细菌病毒（噬藻体，cyanophage）和真核藻类病毒（phycovirus）等，其中大部
分浮游病毒是噬菌体[14]，而噬藻体从分类学上也能划分为噬菌体。从 1959 年到
2003 年，通过电子显微镜发现了超过 5100 株噬菌体，其中至少 96%被认为是含
双链 DNA 的有尾噬菌体（Caudovirales）[15]。对来自太平洋多个海区的 32 个病
毒宏基因组数据（Pacific Ocean Virome，POV）分析显示，其中绝大部分也是属
于有尾噬菌体[16]。沉积物中的病毒绝大多数是侵染原核生物的噬菌体[17]，并且
多个研究结果表明有尾噬菌体在沉积物中普遍存在[18-20]。 
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图 1.2 有尾噬菌体的电镜图。a，肌尾噬菌体；b，短尾噬菌体；c，长尾噬菌体[1] 
Fig.1.2 TEM images of Caudovirales. a, Myovirius; b, Podovirius; c, 
Siphovirius[1] 
 
根据尾部结构特征，有尾噬菌体可分为三个科：短尾噬菌体科（Podoviridae）、
肌尾噬菌体科（Myoviridae）和长尾噬菌体科（Siphoviridae），这三类病毒的基
本形态见图 1.2。短尾噬菌体有着短且无法收缩的尾巴，裂解性较强，但宿主的
范围比较窄，是一类较少从环境中分离出来噬菌体[1]。肌尾噬菌体具有可收缩的
尾巴，裂解性强并且有广泛的侵染宿主谱，能通过快速侵染和裂解宿主细胞来达
到自身的迅速繁殖，属于生态上的 r-选择者，具有较短的世代时间和高繁殖速率，
其主要类群为 T4 类噬菌体。长尾噬菌体有着长且不可收缩的尾巴，宿主范围较
广，生态上可能为 K-选择者，世代时间较长而繁殖速率较低。许多长尾噬菌体
属于温和性噬菌体，侵染细胞后能将自身基因序列整合到宿主的基因组中，然后
随着宿主的复制而复制，直到被某些环境因子诱导而开始裂解宿主细胞。沉积物
中的病毒绝大多数是侵染原核生物的噬菌体[17]，并且多个研究结果表明有尾噬菌
体在沉积物中普遍存在[18-20]。 
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1.1.3 海洋病毒的生活周期 
病毒无法单独存在于环境中，它们必须依靠宿主细胞，通过侵染宿主后利用
宿主体内的能量和物质进行繁殖。病毒的生活循环周期主要包括三种类型：裂解
性感染（lytic）、溶源性感染（lysogenic）和慢性感染（chronic）（图 1.3）。 
病毒裂解性感染的整个过程，即病毒侵染宿主细胞导致宿主细胞裂解进而释
放出新的病毒颗粒，包括以下环节：病毒吸附到宿主细胞的表面、病毒的遗传物
质进入细胞、宿主基因组的分解和病毒核酸的合成、病毒蛋白衣壳和尾部的合成、
完整病毒颗粒的组装和宿主细胞破裂释放出新的病毒颗粒。病毒裂解性感染是造
成宿主细胞死亡的主要原因之一[8]。 
病毒的溶源性感染过程则是病毒感染宿主细胞后将其基因组整合到宿主细
胞的基因组中，病毒基因组会随着宿主基因组的复制而复制。当宿主细胞受到环
境中某些因子刺激时，病毒基因组被诱导进行表达，进入裂解性感染过程，最终
也是宿主细胞的裂解和新病毒颗粒的释放[14, 21]，溶源性现象在海洋中普遍存在，
大约 40%的可培养海洋细菌是溶源性细菌[22]，已知的细菌基因组中有 70%其中
含有前噬菌体（prophage）序列[23]。与裂解性和溶源性感染最终杀死宿主不同，
病毒的慢性感染对宿主细胞是非致死性的，宿主被这类病毒感染后不会被裂解，
而是通过分泌或者出芽的方式释放出一些病毒颗粒。除了上述三种主要的感染类
型外，还有一种病毒感染类型，称为“伪溶源性感染”（pesudolysogenic）[21]。 
 
 
图 1.3 病毒生活周期类型的示意图[14] 
Fig.1.3 Types of viral life cycles[14] 
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1.1.4 海洋病毒的生态学意义 
海洋病毒是海洋生态系统中丰度和多样性最高的生命体[1]，病毒通过感染宿
主细胞、释放子代病毒而进入生态系统，通过失活等过程而离开生态系统，在侵
染与失活的过程中达到平衡，即病毒的动力学。水体中任何生物（大型动植物到
微型的细菌和古菌）都有其相应病毒的存在，每秒钟有高达 1023浮游病毒侵染宿
主细胞的事件发生[1]，而每天释放的新病毒颗粒数量可达 1028[8]。病毒侵染宿主
的过程中对细菌和原生生物的致死作用，对宿主细胞新陈代谢的调控，在宿主之
间的基因水平转移等活动会时刻影响着生态系统中的众多过程，最终表现出病毒
对微生物群落组成和多样性的维持，促进宿主群落的进化，推动碳、氮、磷等元
素的生物地球化学循环。 
病毒对宿主细胞的吸附和侵染是随机的，当环境中某一种群的丰度增高成为
优势种群时，侵染优势种群的病毒其丰度也会随之升高，最终控制优势种群的过
度繁殖，稳定了生物群落的多样性，这就是杀死胜利者，即“Kill the winner”假
说[24]。病毒也是宿主间基因水平转移的载体，以噬菌体为例，噬菌体在侵染细菌
后，一些噬菌体的基因会进行表达从而改变了宿主的某些性状特征，这些基因可
能会被宿主细菌复制并保留在基因组中；噬菌体裂解宿主释放新的病毒颗粒，新
的病毒颗粒中可能包含了宿主的某些遗传物质，待侵染其他细菌时，这些原宿主
的遗传物质会被现宿主获得；此外，宿主细菌被裂解后会将一部分的 DNA 释放
到环境中，这些 DNA 可能被其他细菌吸收并嵌合到基因组上。噬菌体通过这些
过程，实现了宿主细菌之间的基因水平转移。病毒的“Kill the winner”生态作用
和作为基因水平转移的载体，能有效促进宿主的进化，提高微生物群落的多样性。 
海洋病毒裂解宿主后，会产生细胞碎片并释放出细胞内含物，这些细胞内含
物一般是富含氮磷的溶解有机碳（Dissolved Organic Carbon，DOC）和颗粒有机
碳（Particle Organic Carbon，POC）。环境中的 DOC 和 POC 能被异养细菌有效
地吸收利用，从而使其中的物质和能量重新回到微食物环中进行再循环，这就是
病毒回路（viral shunt）概念。海洋中 25%的有机碳会流经病毒回路[25]，是自养
和异养微生物新陈代谢活动的重要碳源。在一些培养实验中，病毒裂解细菌释放
出的 DOC，其中 72%会被其他细菌吸收利用[26]。另外在深海和沉积物中，经过
病毒回路的有机碳能提供细菌群落所需碳的 6~23%[27]。 
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